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Resumen 
Se llevó a cabo un experimento en contenedores con objeto de evaluar el potencial 
de varias enmiendas y/o una cubierta vegetal en la recuperación de un suelo 
contaminado con elementos traza. La duración del experimento fue de 30 meses a lo 
largo de tres campañas (2002, 2003 y 2004). Los contenedores se instalaron al aire 
libre y se llenaron con los primeros 15 cm de un suelo contaminado con As, Cd, Cu, 
Pb y Zn afectado por el vertido minero de Aznalcóllar. La única labor de 
recuperación previa de dicho suelo fue la retirada de la capa de lodo. Se 
establecieron 5 tratamientos en los que los suelos se enmendaron con cuatro 
materiales orgánicos: compost de residuos sólidos urbanos (CRSU); compost de 
biosólidos de aguas residuales urbanas (CB), leonardita comercial (LEO) y 
hojarasca poco descompuesta de un bosque de castaños (LIT), y un material 
inorgánico, espuma de azucarera (EA). En la primera campaña se aplicó una dosis 
equivalente a 100 Mg ha-1 y en la segunda a 50 Mg ha-1. En la tercera campaña los 
suelos se dejaron sin enmendar. En cada campaña se sembró Agrostis stolonifera L. 
que se dejó crecer durante 5 meses. A la vez, se dispusieron dos tratamientos control 
sin enmendar: uno de ellos con Agrostis (CTRP) y el otro sin establecimiento de 
cubierta vegetal (CTR). Los contenedores se dispusieron siguiendo un diseño de 
bloques al azar con cuatro repeticiones por tratamiento. Después de 1, 6, 18 y 30 
meses desde la primera aplicación de enmiendas se realizaron muestreos de suelo y 
se analizaron las siguientes propiedades: pH, C orgánico total (Corg), C hidrosoluble 
(Chid), elementos traza extraíbles con CaCl2 0,01 M, C de la biomasa microbiana 
(Cbio), potencial heterotrófico microbiano (Phet) y actividades enzimáticas 
intracelulares (deshidrogenasa) y extracelulares (proteasa). Los datos obtenidos 
mostraron un aumento del Cbio y de las actividades enzimáticas en los suelos 
enmendados, así como una mejora de la calidad del suelo según los índices 
microbiológicos Cbio/Corg y Phet/Cbio. Estos resultados parecen estar muy relacionados 
con el aumento del pH, la disminución de las concentraciones extraíbles de 
elementos traza y el aumento del Chid. La Recuperación Natural Asistida constituye 
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una técnica eficaz para la restauración de la calidad química y microbiológica del 
suelo. 
Abstract 
An experiment was carried out in containers in order to evaluate the potential of 
various amendments and/or plant cover in the restoration of a trace element-
contaminated soil. The experiment lasted 30 months along three consecutive seasons 
(2002, 2003 and 2004). The containers were placed outdoors and filled with the first 
15 cm of a soil contaminated with As, Cd, Cu, Pb and Zn affected by the 
Aznalcóllar mine accident. The only remediation work carried out on the soil prior 
to the experiment was the removal of the sludge layer. Five treatments were 
established: four organic (municipal waste compost (CRSU), biosolid compost 
(CB), leonardite (LEO) and poorly decomposed chestnut tree-litter (LIT) ) and one 
inorganic (sugar beet lime (EA)). The doses of amendment applied were 100 Mg ha-
1 in the first season and 50 Mg ha-1 in the second. In the third season there was no 
amendment application. In each season the grass Agrostis stolonifera L. was sown 
and grown for 5 months. There were also two control treatments without 
amendments: one with plants (CTRP) and another one without plants (CTR). The 
containers were arranged according to a complete randomised block design. Soil 
samplings were accomplished 1, 6, 18 and 30 months after the beginning of the 
experiment. The following soil properties were analysed: pH, total organic C (Corg), 
water-soluble C, 0.01 M CaCl2-extractable trace element concentrations, biomass C 
(Cbio), microbial heterotrophic potential (Phet), endo- and exo-enzyme activities 
(dehydrogenase and protease, respectively). Data showed an increase in Cbio and 
enzyme activities, as well as an ameliorance of soil quality as indicated by the 
microbiological indexes Cbio/Corg y Phet/Cbio.  These results seem to be related with 
soil pH increase, reduction of extractable trace elements and increase of Chid. 
Assisted Natural Remediation is an effective technique for the restoration of the 
chemical and microbiological quality of the soil.  
Introducción 
Para la recuperación de suelos moderadamente contaminados con elementos traza 
existen técnicas “blandas” o de bajo impacto basadas en la estabilización in situ de 
dichos elementos, que son poco costosas y que respetan el medio natural. A este tipo 
de técnicas pertenece la denominada Recuperación Natural Asistida que consiste en 
la aplicación de enmiendas y/o la utilización de plantas para acelerar los procesos 
naturales que tienen lugar en el suelo y que disminuyen la movilidad y la 
biodisponibilidad de los elementos contaminantes (Adriano et al., 2004). Las 
técnicas de recuperación natural asistida no sólo favorecen la estabilización de los 
elementos traza en el suelo, sino que también mejoran su fertilidad, estimulando los 
procesos microbiológicos y mejorando la funcionalidad del mismo (Pérez-de-Mora 
et al., 2005, 2006). 
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Debido a su importancia en la funcionalidad del suelo, la actividad y la población 
microbiana se consideran como indicadores útiles para evaluar, tanto la mejora, 
como la degradación del mismo. Las actividades enzimáticas pueden servir como 
estimadores de las alteraciones naturales y antropogénicas que tienen lugar en los 
suelos (García et al., 2000). 
En este estudio, se evaluaron los efectos de varias enmiendas y/o el desarrollo de 
una cubierta vegetal sobre la evolución de algunas propiedades químicas y 
bioquímicas del suelo implicadas en la recuperación del mismo.  
Material y métodos 
Se instalaron al aire libre 28 contenedores de 60 cm de ancho, 70 cm de largo y 50 
cm de alto que se llenaron de suelo procedente de los primeros 15 cm de una parcela 
contaminada por el vertido de Aznalcóllar al que se le había retirado la capa de lodo 
(pH 3,49, As 120 mg kg-1, Cd 2,44 mg kg-1, Cu 78 mg kg-1, Mn 654 mg kg-1, Pb 201 
mg kg-1 y Zn 226 mg kg-1). La experimentación se llevó a cabo durante tres 
campañas (2002, 2003 y 2004). Se establecieron 5 tratamientos en los que los suelos 
se enmendaron con cuatro materiales orgánicos: compost de residuos sólidos 
urbanos (CRSU), compost de biosólidos de aguas residuales urbanas (CB), 
leonardita comercial (LEO) y hojarasca poco descompuesta de un bosque de 
castaños (LIT), y un material inorgánico, espuma de azucarera (EA) (tabla 1). En la 
primera campaña se aplicaron a una dosis equivalente a 100 Mg ha-1 y en la segunda 
a 50 Mg ha-1. En la tercera campaña los suelos se dejaron sin enmendar. En cada 
campaña se sembró Agrostis stolonifera L. La siembra se llevó a cabo en el mes de 
marzo, aprox. un mes después de la aplicación de las enmiendas. Se dispusieron dos 
tratamientos control sin enmendar, uno de ellos con Agrostis (CTRP) y el otro sin 
establecimiento de cubierta vegetal (CTR). Los contenedores se distribuyeron 
siguiendo un diseño de bloques al azar con cuatro repeticiones por tratamiento. 
Los suelos de los contenedores se muestrearon cuatro veces durante el periodo de 
experimentación: 1, 6, 18 y 30 meses desde la aplicación de la primera dosis de 
enmienda. Se obtuvo una muestra conjunta procedente de 10 submuestras tomadas 
regularmente por toda la superficie del contenedor (2 cm de diámetro, 10 cm de 
profundidad). En las muestras de suelo secas a 50ºC, molidas y tamizadas (<2mm), 
se determinó el pH en KCl 1M (relación suelo/ KCl 1:2,5), el contenido en C 
orgánico total (Walkley y Black, 1934) y en C hidrosoluble, y la concentración de 
elementos traza solubles en Cl2Ca 0,01 M (relación suelo/ Cl2Ca 1:10). Las 
determinaciones de los elementos en disolución se llevaron a cabo mediante ICP-
OES (Espectroscopia óptica de emisión con acloplamiento de plasma inductivo). 
Para las determinaciones bioquímicas y microbiológicas, las muestras se preservaron 
a 4ºC hasta su análisis. El contenido en C de la biomasa (Cbio) se determinó 
mediante el método de extracción-fumigación con cloroformo modificado por 
Gregorich et al. (1990). La determinación de las actividades enzimáticas 
deshidrogenasa y proteasa se realizó según Trevors et al. (1984) y Ladd y Buttler 
(1972), respectivamente. El potencial heterotrófico microbiano se estimó según se 
detalla en Pérez-de-Mora et al. (2005). 
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Tabla 1. Características de las enmiendas 
 CE TOC As Cd Cu Mn Pb Zn 
 
pH dS m-
1 
% mg kg-1 
CRS
U 
7,36 6,16 18,9 8,37 1,49 362 252 385 396 
CB 6,93 2,91 19,5 5,63 0,73 121 257 137 258 
LEO 6,08 17,4 28,9 34,9 0,83 28,2 66,2 22,0 64,5 
LIT 4,49 0,92 54,4 1,90 nd 6,45 676 9,36 27,0 
EA 9,04 0,93 6.70 1,63 0,43 51,0 297 39,2 138 
Resultados y discusión 
 En el presente trabajo se muestran los resultados correspondientes a varios 
parámetros bioquímicos y microbiológicos relacionados con la calidad del 
suelo. Estos resultados se complementan con datos de algunas propiedades 
químicas del suelo (pH, C orgánico total y C hidrosoluble y 
concentraciones de  elementos traza extraíbles con CaCl2 0,01 M), que han 
sido el objeto de un estudio previo (Pérez-de-Mora et al., en prensa).   
El C de la biomasa (Cbio) ha sido ampliamente utilizado como un indicador de la 
calidad del suelo. En general, los tratamientos con enmiendas mostraron valores 
medios de Cbio significativamente mayores que los controles, del orden de 2 a 27 
veces según el muestreo (figura 1a). García-Gil et al. 2000) observaron un aumento 
del Cbio en suelos tratados con enmiendas orgánicas, atribuyendo este hecho, tanto al 
aporte de C, como de microorganismos presentes en las enmiendas. En el presente 
estudio, se observó que el Cbio estuvo correlacionado positivamente con el Corg y con 
el Chid (tabla 2). Por otra parte, en el tratamiento EA también se observó un 
importante aumento del Cbio, similar e incluso mayor en algunos muestreos al 
encontrado en algunos tratamientos orgánicos (figura 1a). Esto se debe 
probablemente al aumento del pH del suelo y a la reducción de la biodisponibilidad 
de los elementos traza, así como al aporte de C lábil por la rizosfera. La correlación 
positiva entre el Cbio y el pH, y las correlaciones negativas entre el Cbio y los 
elementos traza extraíbles con CaCl2 0,01 M (tabla 2), apoyan la hipótesis de una 
mejora de las condiciones locales, menos extremas, como razón principal del 
aumento del Cbio observado en este tratamiento, ya que los elementos traza pueden 
ser tóxicos para los microorganismos y disminuir la biomasa microbiana del suelo. 
El establecimiento de una cubierta vegetal y de una rizosfera también pudo haber 
contribuido al aumento del Cbio en todos los tratamientos, especialmente en el 
tratamiento CTRP. Este tratamiento mostró valores entre 1,8 y 4,5 veces mayores 
que el control sin planta (CTR) a partir del segundo muestreo (figura 1a). Las raíces 
constituyen no sólo un refugio para los microorganismos, sino también una fuente 
de C lábil, mediante la liberación de compuestos orgánicos en los exudados 
radiculares.  
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La razón entre el C de la biomasa microbiana y el C orgánico total (Cbio/Corg) se 
considera como un índice de los cambios experimentados por la materia orgánica del 
suelo. Mientras mayor sea este índice, mayor es la cantidad de materia orgánica 
susceptible de ser mineralizada y utilizada por los microorganismos del suelo. El 
Cbio/Corg resultó mayor en los suelos enmendados que en los controles, 
fundamentalmente en los tratamientos CRSU, CB y EA, en los que se observó un 
aumento entre 1,3 y 8,2 veces (figura 1b). En consecuencia, la aplicación de 
enmiendas mejoró la utilización del C del suelo por parte de los microorganismos. 
Brookes (1995) propuso también esta razón (Cbio/Corg) como un indicador de la 
contaminación con metales pesados. En condiciones normales, el Cbio/Corg se 
encuentra dentro del intervalo 10-40 mg g-1, como se observó en los tratamientos 
EA, CRSU y CB (figura 1b). Aunque en los tratamientos LIT, LEO y CTRP el 
cociente Cbio/Corg superó 10 mg g
-1 en alguno de los muestreos, generalmente fue 
inferior a este valor, mientras que el tratamiento CTR mostró en todo momento 
valores en torno a 5 mg g-1 (figura 1b). La mayor eficacia de los tratamientos EA, 
CRSU y CB para aumentar el pH del suelo, reducir la biodisponibilidad de los 
elementos traza y aumentar el Cbio, parece ser la causa del aumento del Cbio/Corg, es 
decir, el efecto de la contaminación sobre la población microbiana del suelo fue 
menor en estos tratamientos. 
La deshidrogenasa es indicativa de la actividad oxidativa microbiana del suelo y ha 
sido empleada como indicador de estrés por metales pesados. En general, los valores 
medios de la actividad deshidrogenasa fueron mayores en los tratamientos CRSU, 
CB y EA que en el resto de los tratamientos, salvo en el caso del LIT, en el último 
muestreo (figura 1c). Estos resultados pueden ser atribuibles a varios factores, como 
el aumento del pH y del Cbio y la disminución de las concentraciones de elementos 
traza solubles, o al conjunto de todos ellos. Prueba de ello son las correlaciones 
positivas de la deshidrogenasa con el pH y con el Cbio y negativas con las 
concentraciones de elementos traza extraíbles con CaCl2 0,01 M (tabla 2).  
Los valores medios de actividad proteasa fueron generalmente mayores en los 
tratamientos con enmiendas que en los controles, salvo en el último muestreo (figura 
1d). Estos resultados pueden atribuirse a varios factores entre los que destacan el 
aumento del pH y del Cbio, la disminución de la biodisponibilidad de los elementos 
traza y el aumento del N total en el suelo. Las correlaciones positivas de la actividad 
proteasa con el pH, el Cbio y el N-Kjeldahl y las negativas con las concentraciones de 
elementos traza extraídos con CaCl2 0,01 M apoyan estas suposiciones (tabla 2). 
Según Plaza et al. (2004), el aporte de compuestos orgánicos con N a través de 
enmiendas y de exudados radiculares puede aumentar la actividad proteasa. Es 
posible que, por esta razón, el aumento de actividad en los tratamientos orgánicos 
tuviera lugar sólo hasta el tercer muestreo, coincidiendo con los dos aportes de 
enmienda realizados y una mayor mineralización de las mismas. El aumento 
progresivo de la actividad en los tratamientos CTRP y CTR sugiere una mejora en 
las propiedades químicas del suelo, además del aporte de N como principales 
factores en el comportamiento de la actividad. 
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Figura 1. Valores medios de a) Cbio, b) Cbio/Corg, c) deshidrogenasa, d) 
proteasa y e) Pothet/Cbio. 
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El potencial heterotrófico microbiano (Phet) se determinó como la tasa de 
mineralización máxima de glucosa al añadir este sustrato al suelo en exceso. Esta 
tasa es proporcional a la cantidad de biomasa microbiana capaz de mineralizar dicho 
sustrato. Si se divide el Phet por el Cbio se obtiene una razón (Phet/Cbio) que puede ser 
empleada como un índice mucho más útil para mostrar posibles condiciones de 
estrés en el suelo. Mientras mayor sea este índice, menor es la eficacia con la que los 
microorganismos heterótrofos del suelo incorporan el C de la glucosa a sus 
estructuras. En los 3 muestreos en los que se calculó este índice, se observaron 
valores menores en los tratamientos con enmiendas que en los controles (figura 1e), 
lo cual pone de manifiesto la importancia de las enmiendas aplicadas en la mejora de 
la calidad del suelo. Los mayores valores encontrados en los tratamientos control, 
fundamentalmente en el CTR, pueden ser debidos a las condiciones más extremas y 
desfavorables (acidez, mayor disponibilidad de los elementos traza, menor 
disponibilidad de nutrientes, etc.), tal y como sugieren las correlaciones negativas 
entre este parámetro y el pH, y las correlaciones positivas con las concentraciones de 
elementos traza extraíbles (tabla 2). En todos los tratamientos se observó además 
una disminución de este índice con el tiempo (figura 1e), incluido el control sin 
planta. Por tanto, los procesos de atenuación natural del propio suelo han podido 
jugar un papel importante en la mejora de la fertilidad microbiológica del mismo. 
 
 
Tabla 2. Correlaciones bivariadas de Pearson entre los principales propiedades 
químicas y microbiológicas 
 Cbio Cbio/Cor
g 
Cbio/Phet Deshidrogenas
a 
Proteasa 
pH 0,531** 0,649** -0,446** 0,637** 0,496** 
Corg 0,391**  -0,355**   
Chid 0,732** 0,556**   -0,372** 
Cd-sol -0,370** -0,385** 0,393** -0,555** -0,542** 
Cu-sol -0,391** -0,366** 0,538** -0,413** -0,502** 
Zn-sol -0,420** -0,477** 0,484** -0,616** -0,605** 
N-Kjeldahl     0,283** 
Cbio 1 0,880** -0,490** 0,390** 0,371** 
Cbio/Corg  1 -0,478** 0,459** 0,334** 
Cbio/Phet   1 -0,321** -0,332** 
Deshidrogenasa    1 0,525** 
Proteasa     1 
**p<0,01; *p<0,05 
Conclusiones 
Aunque resulta difícil establecer en qué medida el pH, la disminución de las 
concentraciones de elementos traza extraíbles con CaCl2 0,01 M o el aumento de C 
en el suelo son responsables de las diferencias observadas entre tratamientos, se 
puede concluir que, en general, las tareas de recuperación mejoraron la fertilidad 
bioquímica del suelo. Especialmente, la adición de enmiendas como los composts y 
la espuma de azucarera, que lograron un efecto más inmediato sobre el aumento del 
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pH y la biomasa microbiana. Por otra parte, cabe destacar también el papel de la 
cubierta vegetal, que provocó una mejora notable de las propiedades bioquímicas del 
suelo con respecto al tratamiento control sin planta. Asismismo, cabe mencionar que 
los procesos de atenuación natural también desempeñaron un papel destacado en la 
mejora de la fertilidad bioquímica, como se pudo constatar en la evolución en el 
tiempo de los parámetros estudiados en el tratamiento CTR. 
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